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本研究 の 目的は ▲ マ ウ ス 脊髄神経に お ける E型 カ ド ヘ リ ソ の 局在を決定 し, こ の 接着分子 が神経回路網の 形成 に どの よ
うな 役割 を果 た して い るか を 明らか に す る こ と であ る . 生後 2 日か ら52 日 までの マ ウス の 脊髄神経乱 後胤 前根そ して脊髄
に お ける E型 カ ド ヘ リ ソ の 発現 を ビプ ラ ト ム 切片を 用 い た免疫電子顕微鏡法(pr e-e mbedding m ethod) に よ っ て 観察 した .
後根お よ び脊髄 Re x ed の 第 Ⅰ層内で , E型 カ ドヘ リ ン ほ 一 部の 軸索束 を形成 した無髄神経線維の 軸索膜 に 発現 して い た . 有髄
神経の 軸索膜 , また 第Ⅰ層 の 神経細胞に は 発現ほみ られな か っ た . 脊髄神経節内で ほ , E型 カ ド ヘ リ ソ は すべ て の 衛星細胞に
み られ た ･ 前根 お よび 後根内の シ ュ ワ ン 細 胞は , 細胞膜表面に E型 カ ド ヘ リ ン を 発現 して い た . 無髄神経の シ ュ ワ ン 細胞と 軸
索の 接着面 , お よび 無髄神経線維束 を取 り囲む シ ュ ワ ン 細胞 の 突起同士 の 接着面に E型 カ ドヘ リ ソ が発現 して い た . ま た有髄
神経の 外軸索間阻 お よ び ラ ン グ ィ ェ 絞輪部の シ ュ ワ ン 細胞 の 指状突起と軸索膜間の 一 部 に 発 現が み られた . 以上 の 結 果よ
り , 脊髄神経節細胞の 一 部は , 細胞膜そ して 軸索膜に E型 カ ド ヘ リ ソ を 発現す る こ とに よ り , 選択的な軸索束形成を行い , 標
的細胞に 軸索 を誘導 して い ると 考えられ た ･ ま た , シ ュ ワ ン 細胞 お よび 衛星細胞の E型 カ ド ヘ リ ン ほ , 末梢神経 の 構造の 維持
に関与 して い る可 能性があ ると 思わ れ た .
Key w o rds E- Cadherin, fascic ulation, im m u n o el ctron micros cop y, m O u Se S e n S O ry neur O n,
u n myelin ated fibe r
神経細胞な らび に そ の 突起で あ る軸索 は , 数種類の 細胞表面
蛋白 を発現 し , 神経栄養因子の 受容や他の 細胞 との 接着 を行 う
こ と に よ り , 突起 伸展経路を 認識 して い る と 考 え られ て い
る
1)
. 細 胞表面蛋白の な か で , 細胞 相互 の 接着や 細胞外 マ ト
リ ッ ク ス (e xtra c ellular m atrix)と の 接着に 関与す るもの は細胞
接着分子 (c e11ad he sio n m ole c ule) と呼ばれ , そ の 遺伝子構造お
よ び 生化学的特徴 か ら , 免疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ
ー 2)
, イ ン テ グ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー
3)
, カ ド ヘ リ ソ フ ァ ミ
リ ー 仰 の 三 群に 大別 され て い る .
カ ド ヘ リ ン は Takeichi
6m に よ り カ ル シ ウ ム 依存性の 接着に 関
わ る 分子と して 同定 され た . そ の 後, 発 現 部位 に よ り , 上 皮
型8}(epithelial, E 型), 胎 盤 型9)(plac e ntal, P 型), 神 経 型10)
(n e ur al, N 型) な どに 分類 され , そ れ ぞれ の 一 次構造11や , 発生
過程濫 おけ る役割が報告され て い る . た と え ば, E塑 カ ド ヘ リ
ン を 発現す る胚 が P型カ ド ヘ リ ソ を発現する子宮 に 着床する際
に , 胚 の 外胚葉性胎盤円錐体 に 新 た に P型 カ ド ヘ リ ン が 発現す
る こ と に よ り 両組織は結合 し, 胎盤が 形成 され る
9}
. また , 神経
管が 形成 され る際 に お い て , 神経板 は E型 カ ド ヘ リ ン の 発現を
停止 し表皮か ら離脱 した後 ∴N型 カ ド ヘ リ ン を発現 して 神経管
を形成する12). こ の ように , カ ド ヘ リ ソ の 発現の 変化 が細胞 の
分離お よ び結合 に 密接に 関係す る こ とか ら , 組織 の 形態形成過
程 に カ ド ヘ リ ソ が重要な 役割 を果 た して い るもの と考え られ て
い る .
カ ド ヘ リ ソ フ ァ ミ リ ー の な か で , 神経組織 で 最初に 発見 され
た もの は N 型 で あ り , 神経 組織 の 形成13)川), 神 経突起 の 伸
展15 卜 19), 神経束 の 形成20) に 関与 す る と さ れ て い る . 近年 , 脳
型21)(brain , B型), 網膜型Z2}(retin al, R 型), 切断型
23)(tr u n c at-
ed, T型) と い っ た 神経組織内の 新た な カ ド ヘ リ ン 分子 の 発見
が 相次ぎ , さ ら に ポ リ メ ラ ー ゼ チ ェ ー ソ リ ア ク シ ョ ン
(polym era s e chain re a ctio n) 法を 用い て , ラ ッ ト脳内に上 記以
外 に 7種類 以上 の カ ドヘ リ ン が 存在す る こ と が 報告 され て い
る24). こ れ らの 多数の カ ド ヘ リ ン の 局在お よ び機能は い ま だ 明
ら かで ほ な い が , それ ぞれ の カ ド ヘ リ ン が , 特定の 神経回路の
形成や , 同 一 機能を有する細胞集団の 形成 を行う こと に よ り ,
正 し い 神 経回 路網 を つ く り あげ て い る も の と 考 え られ て い
る
25)28〉
E型 カ ド ヘ リ ン は 主 に 上 皮鼠織 に 発現 して い る 接着分 子で あ
る が , マ ウ ス の 三 叉神経節お よ び脊髄神経節に も発現 して い る
こ とが 最近に な っ て 明 らか に な っ た27). さ らに 脊髄神経節 に お
い て , E型 カ ド ヘ リ ン を発現 して い るの は 一 部の 細胞の み で あ
り, こ の 接着分子がある特定の 神経回路の 形成に 関与して い る
こ とが 推察され てい る28) が , そ の 詳細 は不 明 で ある .
本研究で は j ビプ ラ ト ー ム 切片を用 い た免疫電子顕微鏡(免
疫電顕) 法(pr e- e mbedding m ethod)に よ っ て , 脊髄神経節, 神
経根お よび 脊髄内に おけ る E型カ ド ヘ リ ソ の 発現様式を詳細 に
観察す る こ と に よ り , 神経回 路網の 形成と そ の維持に 対する E
A bbr e viatio ns ‥A B C, avi din-biotin- perOXidase c o mple x; D A B, 3, 3-diamin obe nzidin e; 動乱 光学顕微鏡; 電
顕 , 電子顕微鏡
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型 カ ド ヘ リ ン の 関与に つ い て 検討す る こ と を 目的と した .
材料 お よび方法
Ⅰ. 動物お よび 標本の作製
B A L B/c マ ウ ス (2, 14, 28, 52 日齢 , 雌 , それ ぞれ 3 , 6 ,
6, 6匹) 合計21匹を 用 い た . 5% 抱水ク ロ ラ ー ル (0.0 1mI/g
体重)の 腹腔内投与に よ る 全身麻酔下に , 2m M の 塩 化カ ル シ ウ
ム (CaC12)を 含有 した 0.01 M H EP E S緩衝液(pH7.4)に 4% パ
ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ドを加 えた 固 定液 を左心室よ り 注入 し, 濯
流固定 を行 っ た . 直ち に 手術顕微鏡下 に 下位胸椎か ら上 位腰椎
ま で の 推弓を 切除 して 脊髄 を蕗出 した の ち , 同固定液 に よ る12
時間以上 の 浸漬固定 を追加 した . 光学顕微鏡(光顕) 的観察用 に
は , 推体 およ び椎弓枝 が付着 した ま ま , 脊髄 , 脊髄神経節 , 後
板 な ら びに 前板を 一 塊 と して 摘出 した . 電子顕微鏡(電顕) 的観
察用 に ほ よ 脊髄 , 脊髄神経節 , 後根 な らび に 前根を そ れ ぞれ 単
独 に 摘出 した , 全 て の 摘 出標本ほ t lO, 15, 20% シ ョ 糖 を含有
す る0.01 M H E P E S緩衝液(pH7.4)に そ れ ぞれ 6時間ず つ 浸透
した .
11. 抗 体
E型 カ ド ヘ リ ン の 検出 に は E C C DT228)(ラ ッ ト抗 E型 カ ド ヘ リ
ソ 抗体) を用 い , ア ピ ジ ン ー ビ オ チ ン ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合
体(avi din-biotin-Per O Xidas e c o mple x, A B C) 法師 に て抗原 の 検
出を行 っ た .
Ⅲ . 免疫組織化学
1 . 光顕的観察
2 日齢 お よび52 日齢 マ ウ ス の 頸髄を 対象 と した ∴ 濾紙に て 水
分を 吸収 した 後 ∴組織 を 0. C. T. c o rnpO u nd(マ イ ル ズ ･ 三 共
株式会社 , 東京)に 包廃 し, 液体窒素 に て 急速に 凍結 した . ク ラ
イ オ ス ク ッ ト (マ イ ル ズ ･ 三共株式会社) に て 厚 さ 小6揮n に 蒋
切 し, ポ リー I; リ ジ ン (poly-L-1ysin e)を 塗布 した ス ラ イ ド グ ラ ス
上 に 貼付 した . 正常 ウ サ ギ血 清 と反応させ る こ と に よ り , 非特
異的反応 を阻止 した後 に , 一 次抗体(5 00倍希釈 した E C C D-2)
と 4 ℃ で 3時間反応させ た . こ れ を洗 浄 した 後に , 二 次抗体と
して ウ サ ギ q ビ オ チ ン 化 抗ラ ッ ト 抗 体(Ve ctor, Bu rlinga m e,
米国)と1時間反応 させ , さ らに A B C(Vector) と1 時間反応 さ
せ た . 洗浄の 後, 0.02% ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3, 3-diarnin obe-
n zidin e-4H Cl, D A B) と0.05%過酸化 水素を含む 0.05 Mト リ ス
塩酸(TrisLH Cl)緩衝液(pH7.4)と 5 分間反応 させ , 光学顕微鏡
に て 観察 した .
2 . 電顕的観察
脊髄神経節に つ い て は14, 28, 52日齢を , 前根 に つ い て は52
日 齢を , 後根お よ び脊髄 に つ い て は 2 , 14, 28, 52日齢 を対象
と した . 摘出 した組織か ら , D T K-3000型 マ イ ク ロ ス ラ イ サ ー
(堂阪イ ー エ ム 社 , 京都)を用い て 厚 さ 40-6恥 m の 切片 を作製 し
た . 20%シ ョ 糖を含有 した 0.01 M H E P E S緩衝液(pH7.4)内に
1 時間静置 した後 , 0.1%正 常ウ サ ギ血 清と 3時間反応 させ た .
一 次抗体(500倍希釈 した E C C D-2) と 4 ℃で → 晩反応 させ , 洗
浄後 二 次抗体と 4 ℃で12時間反応 させ , さ らに A B Cと室温 で
6時間反応さ せ た . 0.1% グル タ ー ル ア ル デ ヒ ドで 再固定 を し
た 後 , 0.0 2% D A Bを 含む 0.0 5M ト リ ス 塩 酸緩衝液 (pH
7.4)に30分間, さ ら に0.05% 過酸化水素を加えた反応液 に1 5分
間静置 し だ -)32} . 実体顕微鏡に て免疫拒織反応が 陽性 であ る こ
と を確認 し, 1%四 酸化 オ ス ミ ウ ム で 後固定 を行 っ た 後 , エ タ
ノ ー ル で 脱水 し ェ ボ ン に 包埋 した . L K B-21 88型 ウ ル ト ラ ト ー
ム (L K B-Pr odukter, Bro m m a, ス ウ ェ ー デ ン) に て 超薄切片 を
作製 し , 無染 色ま た は鉛染色後 , H づ00型電子顕微鏡(日 立 , 東
京) に て 観察 した .
成 績
Ⅰ . 光顕的観察 による E型カ ドヘ リ ンの 発現
Fig.1. Im m u n o stainlng for E-C adherin o n a sectio n of
C er Vic al spin al c ord of 52-day-01d mic e. (A) Dor sal r o ot
ganglia (D R G), the dor s al a nd v e ntr al r o ots, a nd dur a
m ater stain positiv elyfo rE-C adherin. Arro whe adsindic ate
E- C adherin -pOSitiv e area sin the spin al c ord. (B) A higher
m agnific atio n of D RG･ T he dors alro ot ga nglio n c ells stain
at the c elトc el=)O u ndarie sbut n otin the cytopla s m. (C)A
high m agnific atio n of the dor sal horn･
.
Arro whe ads
indic ate E-C adherinTpO Sitiv e a re a sin lam lna Ⅱ . T he
S u rfac e
.
of myelin she ath ar eE-C adherin-pOSitive in the
dor s alr o ot(D R) a nd n egativ ein the dor sal c olu m n(D C).
A, ×72. B, C, ×360.
マ ウス 知 覚神経に お け る E型 カ ド ヘ リ ソ の 発現
2 およ び52 日齢 マ ウ ス の 頸髄に お い て , E型 カ ド ヘ リ ン は ,
脊髄神経節, 後根 , 脊髄第Ⅲ 層, 前板 お よ び硬膜に発現 して い
た(図 トA, B,C). 前角細胞お よ び そ の 周 囲に は 発現は み られ な
か っ た . 脊髄神経節 で ほ 個 々 の 神経節細胞膜 に 沿 っ て 発現 して
い た が , 胸 体内に は発現 して い な か っ た . 前板 , 後板 に おい て
は t 末梢性髄鞘 の 最外層に発現 して い た . 脊髄内で は I Re x ed
の 第Ⅱ 層3
3) に 限局 して発現 して い た . 後板か ら第 ‡層に 至 る経
路 で は , 脊髄後角 の 表層部に 発現 がみ られ た . 脊髄 内の 中枢性
髄鞘に ほ発現 して い な か っ た .
Ⅱ . 電顕的観察 に よる E型 カ ド ヘ リ ンの 発現
1 . 脊髄神経節 の E塑 カ ド ヘ リ ン の 発現
14t 28, 52 日齢 い づ れ の マ ウ ス に お い て も , 脊髄神経節内の
す べ て の 衛星細胞が , 脊髄神経節細胞 との 接着面 , 他 の 衛星細
胞と の 接着面 に E型 カ ド ヘ リ ン を 発現 して い た (図2-A, B). 軸
索起始部(initalsegm ent) に おけ る衛星細胞と軸索 と の 接着面
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に お い て も発現が み られ た (図2-C). また 衛星細胞 の 指状の 突
起 に もE 型 カ ド ヘ･リ ン が発現 して い た (図2-C). 衛星細胞が付
着せず , 直接神経節細胞 の 細胞膜が露出 した 部分ほ観察で きな
か っ た .
2 . 後根 の E型 カ ド ヘ リ ン の 発 現
1) 2日齢 マ ウ ス ( 図3)
E型カ ド ヘ リ ソ は 軸索束を形成 した 細い 神経線維の 軸索挟に
発現 して い た . 一 方 , 単独で シ ュ ワ ン 細胞に 覆わ れ , 将来有髄
化す ると 思わ れ る 神経線維の 軸索膜 に は 発現 して い な か っ た .
シ ュ ワ ン 細胞ほ 基底膜に 面 した細胞膜に E塑 カ ドヘ リ ソ を発現
して い た . また シ ュ ワ ン 細胞 と無髄神経線推 と の 接着面の 一 部
に E型カ ド ヘ リ ソ が陽性で あ っ た .
2)14 日齢 マ ウ ス
E型カ ド ヘ リ ン は無髄神経線維 の 一 部の 軸東膜 に 発現 して い
た (図4-A, B). 陽性線維は単独で は 存在せず , 教本が集合 し ,
Fig･ 2･ Im m u n o ele ctr o n micr o sc opiclo c aliz atio n of E-C ad herin in do rsalro ot ga nglia(D R G)of28-day- 01d mic e. (A)A s ur v ey vie w
Of DR G･ Allsatellite c ells stain fo rE-C adherin･ Large light n e u r ohs(L) a nd s m a11 dark n e u ro n s(S D)sho w the s a m e staining
patter n･ (B)A high m agnific atio n of the s atellite c ells(S)･ E-C ad herin is s e e n at c o ntact site s n ot o nly betw e e n sate11ite c ells
but als obetw e e n s atellite ceIIs a nd n e u r on s(N). E- C adherin is als odetectable on m e mbra n e of s atellite c ells at c ｡nta Ct Sites
with bas alla min a･ (C)A high m agnific atio n of the initial s egm ent. Both f inger-1ike pr o c es se s(a rro w s) of satellite c e11s a nd
a x ole m m a of theinitialsegm ent(a rro whe ads) areE- C ad he rin- pOSitiv e. A, a X O n. Bars :A, 4FLm . B, 2 pm . C, 1FLm .
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軸索束を形成 して い た . 有髄神経線維 の 軸索膜 と髄鞘の 接着面
に ほ , E塾カ ド ヘ リ ン の 発現は み られ な か っ た が , 無髄 神経線
維 の 軸索膜 と シ ュ ワ ン 細胞 の 接 着面 に は , -一 部発 現が み ら れ
た ･ 髄鞘形成 の 有無に 関わ らず シ ュ ワ ン 細胞ほ , 基底膜 に 面 し
た細胞膜に E 型カ ド ヘ リ ン を 発 現 し , 無感神経線維束 を 覆` ぅ
シ ュ ワ ン 細胞 の 突 起同士 が 疫著す る部分 で も E型 カ ド ヘ リ ン が
み られ た (図 5-A). 有髄 神経の ラ ン グ ィ ェ 絞輪に 伸び た シ ュ ワ
ン 細胞の 指状 の 突起と , そ れ に 面す る軸素焼は E 塾 カ ド ヘ リ ン
陽性 で あ っ た (図 5-B). 今 回 観察 し得 た 後根内 の 全軸索 の う
ち , E型 カ ド ヘ リ ン が 陽性で あ っ た の も の は40% で あ り , そ れ
らほ 全て 無髄神経線経であ っ た (蓑1).
3) 28 お よ び5 2 日齢 マ ウ ス
14 日齢 マ ウ ス と 比較 して 軸輪形成 は さ らに 進み , 髄鞘の 厚 さ
ほ28日齢で 最大0. 恥 m に , 52 日齢 で 最大 1. 2〃m に 連 L て い
た . 無髄神経 は軸索束を保 っ て お り , シ ュ ワ ン 細 胞 の 突起 が
個 々 の 神経線椎を隔て る よ う な所見 は み られ な か っ た . 有髄お
よ び無髄神経 とも に E 型 カ ド ヘ リ ン の 発現様式は1 4日 齢 マ ウ ス
と ほ ぼ同様であ っ た .
3 . 脊髄後角
2 , 14, 28, 52日齢の い づ れ の マ ウ ス に お い て も , 第 Ⅰ層の
一 部 の 無髄神経軸索膜 に E型 カ ド ヘ リ ン が 発現 し て い た (図
6-A, B). 後根 内 と同様に , E型 カ ド ヘ リ ソ 陽性線維 は 一 本単独
で み られ る こ とは な く , 必 ず軸索束 を形成 して い た . た だ し E
型 カ ド ヘ リ ン せ 発現 して い な い 軸東京もみ られた . 第 ‡層の 神
経細胞体膜 に は E型 カ ド ヘ リ ソ は発現 して い な か っ た . 軸素焼
が陽性 で ある もの も , 連続する シ ナ プ ス 前細胞膜 に ほ E 塾 カ ド
Fig.3. lmm u n o ele ctro nmicr osc opicIo c aliz atio n of E- C adhe-
rinin do rs alro ots of 2-day- 01d mic e. Note the pero xida s e
r ea ctio n produ ct o nfas cic ulated fin e a x o n s(srna11aJr O Whe-
ads)･ T he m e mbr a n e of Schw a n n c e11s e n closing fa s ci u-
1ated a x o n s ar eE-C ad herin-pO Sitiv e n ot o nly at c o nta ct
Site s with ba s al lamin a, but als o with a x o n s(la rge






axo n s a nd Schw an n C ells e n closing the m ar eE-C adherin-
n egativ e(a rro w s). Bar, 0.5 pm .
ヘ リ ン の 発現は み られ ず , こ れ に 連結 した シ ナ プ ス 後膜 に も発
現 して い なか っ た ( 図6-B, 挿入 図).
4 . 前板
今回観察 した 成熟 マ ウ ス 頸髄の 前根内に ほ 無髄神経を み るこ
と は で き なか っ た . 後板 内と伺様 に , シ ュ ワ ン 細胞 は , 基底膜
に 面 した細胞膜 に E型 カ ド ヘ リ ン を 発現 し, 軸索に 面 した細胞
膜 に ほ 発現 し て い な か っ た . 一 部 の 外 軸索 間膜 (o uter
m es a x o n) に E 型 カ ド ヘ リ ン が 発現 して い た ( 図7).
考 察
神経 回路網 の 形成過程 に お い て , 神経細胞の 成長円錐 ほ先 に
伸展 した特定 の 軸索 に 軸索 に 親和性を示 し, そ れ に 沿 っ て 進 ん
で ゆく こ と に よ り軸索 の 経路を決定す る34). こ れ ま で , カ ル シ
ウ ム 非 依存性 の 接着機構 を有す る免疫 グ ロ プ リ ン ス ー パ ー フ ァ
ミ リ ー の 一 員 で ある L 13 5), F l136}, n e u r Ofas cin37)な どの 接着分子
が , こ の 軸索 に 沿 っ た成長円錐 の 伸展に関わ っ て い る こ とが 明
らか に され て い る38). 複雑 な神経 回路網を 正 しく構築す る た め
に は , それ ぞれ の 神経 回路 に 特異的な軸索伸展 の 鶴橋 が存在
し , 上 記以外 に も多 く の 接着分子 が 関与 して い る と 考え られ て
きたl)･ カ ド ヘ リ ソ は ▲ カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存在下 で の み 接着
能を有す る接着分子 であり , 神経系 に は N 型を 始め 十数種類 の
カ ド ヘ リ ン が存在す る こ とが 報告 され て い る2】ト 24)26). ヵ ド ヘ リ
ン は 同分子間結合(ho m ophilic binding) を行 う接着分子 で , 同
じ型の カ ド ヘ リ ン を も つ 細 胞 ほ 互 い に 結 合 し集塊 を形成す る
が , 異 な っ た 型を も つ 細胞で は 結合せず分離 して しま うと い う
性質が み られ る . 各 々 の カ ド ヘ リ ソ が , こ の 性質 に よ っ て 特定
の 軸索 の み を 選択的 に 集め 軸索束を形成 して い る こ と が推定 さ
れて い る 卸 .
脊髄後角内に お い て , 神経伝達物質である サ ブ ス タ ン ス P は
Re x ed の 第 Ⅰ 層 と第 Ⅰ層 に , ソ マ ト ス タ チ ン は主 に 第 Ⅱ層 に
存在す る39}こ とか ら, 両者 と E型 カ ド ヘ リ ン の 発現部位 を 二 重
染色法 を用 い て 比較す る こ と に よ り , E 型カ ド ヘ リ ン は第 Ⅱ層
に発現 して い る こ とが 最近報告 され た28). 脊髄神経節由来 の 神
経線維 は , 脊髄 の 第 Ⅰ , ‡ , Ⅲ , Ⅳ , Ⅴ , Ⅵ , Ⅸ , X層 に 広く
終わ る40)が , E型 カ ド ヘ リ ン が こ の う ちの 第 Ⅱ層 に 限局 して 発
現 して い る こ と よ り , 特定の 神経線維の み が E型 カ ド ヘ リ ソ を
発現 して い る と考 え られ て い る . しか し これ ま で の 光顕的観察
に 基づ く報告で ほ , どう い っ た 種額の 神経線維 が E型 カ ド ヘ リ
ン を発現 して い るか は 不 明 で あ っ た . 本研究 の 免疫電顕法に よ
る観察 で , E型 カ ド ヘ リ ン は 後根お よ び 脊髄第 †層内の 無髄神
経線維 に の み 発現 して い る こ とが 確認され た . さ ら に 無髄神経
線維 の なか で も E型 カ ド ヘ リ ン を発 現 して い る も の ほ約半数 で
あり , よ り限 られた 無髄神経線維の み が E型 カ ド ヘ リ ン を 発現
して い る こ とが 明 らか に な っ た . 脊髄第 Ⅰ層 に は , 末梢 の 痛覚
受容器 , 温度覚受容器ならび に 機械刺激受容器か ら の 無髄神経
線維が終わ る
41) こ とが 知 られ て お り , E型 カ ド ヘ リ ン は t こ れ
ら の 磯能を 有す る脊髄神経節細胞 の 集団が発現 して い るもの と
思わ れ た .
本研究 で 観察 され た E 塑 カ ド ヘ リ ン 陽性 の 無髄神経線椎は ,
単独 で み られ る こ と は な く , 必 ず複数 が集合 し軸索束を形成 し
て い た . こ れま で に 軸索束形成 へ の 関与 が 明らか に され て い る
接着分子の ひ と つ で あ る L 135)叫 の 生体内に お ける発現様式を ,
免疫電顕法に よ っ て 観察 した報告がある . マ ウ ス 坐骨神経
42) お
よび 視神経43＼ また ラ ッ ト の 錐体路叫困) に お い て , Ll はす べ て
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Fig･ 4･ Im m u n o electro n mic ro s c opic lo c alizatio n of E-C adherin in dor sal r o ots of 14-day-Old mic e･ (A) Note the per oxida se
r e action produ ct o n m e mbra n e of myelin ating Schw an n C ells 年t C O nta Ct Sites with bas al lamin a. E-C adhe rin is s ee n n either
betw e e n a x ole m m a a nd co mpa ct myelin n orin c o mpact myelin ･ Se v e ral fas cic ulated a x on s ar eE- C ad he rinqpo sitiv e at c o nta ct
Sites with e a ch other(arr o w)･ (B) A high m agnific atio n of u n myelin ated fibers･ E- C ad herinis s e e n o n s o m efas ciculated ax o n s
at c onta ct site s with e a ch other(a rro whe ads)･ (In s et)A la rge ax o n s u rro u nded by do uble Schw an n c ell lo ops. Neither ax o n
n orSchw a n n c ell is stain ed forE-C adhe rin ･ Bars :A, 2FLm ･ B, C, 0.5 pm .
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の 無髄神経線維間 に 発現 して い る こ と か ら, こ の 接着分子 は 無
髄神経線維全般 の 軸索束形成 に 関与 して い る と 考 え られ て い
る . 一 方 , E型 カ ド ヘ リ ン 陽性線椎ほ後根内の 全無髄神経線稚
の 約半数で あ っ た . 後板 内の 神経線維は , 同 じ知覚伝達機能 を
有す る線維同士 が 集合 して ひ と つ の 軸索束を形成 し, 異 な る知
覚伝達機能を有する神経線維束 とは 混合 しな い と され る46l . こ
の ような 機能選択的な軸索束の 形成に , E 型カ ド ヘ リ ン が関与
Fig. 5. Im m u noele ctr o nmicr os c opic localizatio n of E-Cadhe-
rin in dor sal r oots of 14-day-Old mic e. (A) Sever al
fa s cic ulated a x o n s a reE-C ad herin-pO Sitiv e at c o nta ct sites
With e a ch othe r (arr o whe ads). Note the per o xida s e
re a ctio n pr odu ct betw e e npr o c e ss es of Schw a n n c ell
e n closing fas cic ulated a x o n s(a rro w). (B) E- C adherin is
S e e n at C O nta.Ct Site s betw ee nfinger-1ike pro c e s se s of
Schw a n n c ells a nd n odal a x ole m m a(arr o w).
Bars: A, B, 0.5JJm .
して い る こ と が示 唆 され た .
本研究の 免疫電顕法 に よ る観察で は t 第 Ⅱ層の 神経細胞 に は
E型 カ ド ヘ リ ン を発現 して い るも の ほ み られ な か っ た . こ れ
は , イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (in situ hybridiェ
Z atio n) 法 を 用 い た 検索 に よ り , 脊 髄 内に E型 カ ド ヘ リ ソ の
m R N A を発現 して い る細胞は み られ な い こ と か ら , E 型 カ ド
ヘ リ ソ を 発現 して い る の ほ , 一 次感 覚神経線維の み で あ り, 第
Ⅰ層の 神経細胞 は発現 して い な い とす る報告28)と 一 致す る . ま
た 第 ‡層内 で 観察 され た E 塾 カ ド ヘ リ ン 陽性 の 無 髄神経線維
も , 二 次感覚神経細胞と接する シ ナ プ ス 膜 に ほ E型 カ ドヘ リ ン
を 発現 して い な か っ た . よ っ て 一 部 の 脊髄神経節細胞は E 塾カ
ド ヘ リ ソ を 発現 して 選択的な軸索束形成 を行うが , 最終的な 二
次神経細胞と の 接着に は E 型カ ド ヘ リ ン を用 い て い な い と 考え
られ , 両 者の 接着に ほ I E 型以外の カ ド ヘ リ ソ , も しくほ カ ド
ヘ リ ソ フ ァ ミ リ ー 以外の 接着分子が関与 して い る と思わ れ た .
末梢性髄鞘の 形成過程 に ほ , い く つ か の 接着分子が関与 して
い る . た と えば1 シ ュ ワ ン 細胞は細胞膜表面 に L 147)お よ びN 型
カ ド ヘ リ ゾ2)を発現 して い る . そ れ ぞれ の 阻害抗体 の 存在下 で
は , 神経突起 と シ ュ ワ ン 細胞の 接着が 阻害 され る こ と よ り , 両
者 は 髄鞄形成 の 初期過程 に 関与 し て い る と 考 え ら れ て い
る
18)48)4g)
. 髄鞘形成 が始ま る と , 軸 索 と シ ュ ワ ン 細 胞 の Llは
徐 々 に 消失 し, 代わ りに 免疫グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の
一 員で ある髄鞘関連糖蛋白(m yelin- a SS O Ciated glyc opr otein)が
出現 し42), 軸東 と シ ュ ワ ン 細胞 の 接着を 安定化 さ せ る . さ ら に
軸索 を何重 に も取 り巻い た シ ュ ワ ン 細胞 の 突起 が , 自己 の 細胞
膜同士 を 接着 させ る段階(c o mpa ctio n) に な る と , 免 疫 グ ロ ブ
リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 一 員で あ る Po が 出現 し42), 髄鞘 の
構造維持を行う
5 0)
. 本研究 では l す べ て の シ ュ ワ ン 細胞 の 基 底
膜 に 画 した 側 の 細胞膜に E型 カ ド ヘ リ ン が発現 して い たが , 有
髄神経 の 場合 , 軸索膜 と髄鞘の 間に ほ 発現ほ み られ なか っ た .
しか し, 軸索膜 一 髄鞘間 の 接着分子 を 免疫電轟 に よ り 同定す る
に は , 抗体 の 浸透 の 点か ら , ビ プ ラ ト ー ム 切片を用 い た免疫電
顕法 は 摘 さず , 超 薄 切 片 を 用 い た 方法 (po st-e mbedding
m ethod)が 有効 で ある とす る報告43)も あり , 同部位に お ける E
型 カ ド ヘ リ ン の 有無 に つ い て は , さ らな る検討が必 要 で ある .
一 方 , 無髄神経 で は軸索 と シ ュ ワ ン 細胞の 接着面と , 軸索束を
取 り囲む シ ュ ワ ン 細胞 の 突起同士 が 接着す る部位 に E型 カ ド ヘ
リ ソ が発現 して い た . また , 有髄神経 で あ っ て も, シ ュ ワ ン 細
胞の 外軸索間膜 と , ラ ン グ ィ ェ 絞輪 の シ ュ ワ ン 細胞 の 指状 の 突
起と そ れ に 面す る 軸索膜 ほ E型 カ ド ヘ リ ソ 陽性で あ っ た . さ ら
に シ ュ ワ ン 細胞 と 同様 に 末梢性 の グ リ ア 細胞 で ある 衛星細胞
も , 他の 衛星 細胞 ま た神経節細胞 と の 接着面に E 型 カ ド ヘ リ ン
を 発現 して い た . 以上 よ り , 末梢神経の 形態の 維持に E型 カ ド
ヘ リ ン が 関与 して い る 可能性が ある と思わ れ た .
TablelT T he r atio of E- C ad herin -pOSitiv efibe rsin dor salro ot of a 14-day
- Oldm o u se
若芸雲herin
~pO Sitiv e 慧£豊e rs Ratio (%)
Myelin ated fibers O
*
135 0.O
Un myelin ated fibers 256 502 51.0
Total
*
ex c eptfor n od alaxole m m a
256
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Fig. 6. lmm u n o ele ctro n micr o sc opiclo c aliz atio n of E-C adhe rin in lamin a Ⅱ of 52-da.y- 01dmic e. (A)Se v e r al fas cic ulated a x o n s ar e
E- C adhe rin -PO Sitiv e(a rr o w s). The n e ur o n s(N)in lamin al 皿 ar eE-C ad herin- n egativ e(arro wheads). (B) A higher m agnificatio n
Of bu ndle s of u n myelinated fibe rsin figu r e6qA . Bla ck asterisks in dic ate the bu ndle of E-C adherinNpOSitiv efiber s. W hite
a ste risk indic ate sthe bu ndle of E-C ad herin- negativ efibers. (in s et) Axolemrn a ofte rminalbouton is E-CadherinTpO Sitiv eexcept
forpr esyn aptic m e mbra n e(a rro w). Bars :A, 1iLm . B, C, 0.5 pm .
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本研究で は , 後根 お よび 脊髄第 Ⅰ層内の 一 部の 無髄神経線維
が E塑 カ ド ヘ リ ソ を 発現する こ と に よ り , 選択的な 軸索束 の 形
成 を行 っ て い る こ と が示 唆さ れ た が , E型 カ ド ヘ リ ソ を 発現 し
て い な い 他の 神経線維が , どの よ うな 接着分子に よ っ て 軸索束
形成を行 っ て い るか は現在の と こ ろ不 明で ある . ニ ワ ト リ の 脊
髄神経節に ほ ∴N型 と R型 カ ド ヘ リ ン を 発現す る神経細胞が存
在す る こ と が報告 され て お り5 り, マ ウ ス の 脊髄神経節内に も他
の 型の カ ド ヘ リ ソ を 発現する神経細胞が存在するも の と思わ れ
る . こ れ らの 神経細胞か らの 線維 が , E型 カ ド ヘ リ ン 陽性 の 軸
索束 とは 異な る軸索束を形成 して い る こ と が確認 できれば , カ
ド ヘ リ ン に よ る神経 回路網の 形成機構が よ り明らか に な る と思
わ れ る .
結 論
マ ウ ス 脊髄神経節 t 後根 , 前根 お よび 脊髄に おけ る E塑 カ ド
ヘ リ ソ の 発現 を , 光顕的 およ び電顧的 に 観察 し, 神経回 路 の 形
成や髄鞘形成 に おけ る役割を検討 した .
1 . 後根お よ び脊髄第 Ⅱ層内の 一 部の 無髄神経線維 の 軸索膜
に E塑 カ ド ヘ リ ソ の 発現が み られ た .
2 . E塾カ ド ヘ リ ソ 陽性の 無髄神経線維は単独 で み られ る こ
と はな くt 必ず複数 が集合 して 軸索束を形成 して い た .
3 . 脊髄第 Ⅰ層 の 神経細胞は E型 カ ドヘ リ ソ を発現 して い な
か っ た . 同部位 の E型 カ ドヘ リ ソ 陽性線維もそ の シ ナ プ ス 膜に
は , 発現が み られ なか っ た .
4 . 脊髄神経節内で は E型 カ ド ヘ リ ソ は すべ て の 衛星細胞 に
み られ , 衛星細胞同士 の 接着面, また 脊髄神経節細胞 との 接着
面 に 発現 して い た .
5 . シ ュ ワ ン 細胞 は , 基底膜 に 面 した 細胞膜表面 に E型 カ ド
ヘ リ ソ を 発現 して い た . また 有髄神経の 外軸索間膜 , ラ ン グ ィ
エ 絞輪部の 指状 の 突起 と軸索膜の 間に 発現が み られ た . 無髄神
経 の 軸索と シ ュ ワ ン 細胞 との 接着面 , な らび に 無髄神経線維束
Fig. 7･ Im m u n o ele ctr o nmic r oscopIClo c aliz a.tio n of E- C adhe-
rin in v e ntr alro ots of 52-day-01d mice, Cellm e mbr an e s of
Schw a n n c elIs ar eE- C adherin-pO Sitiv e. E
- C ad he rin is s e e n
n eithe r betw e e n a x ole m m a a nd c o mpa ct m yelin n or in
C O mPa Ct myelin- Note the per o xida se re a ctio n pr odu ct o n
the outer m es a x o n s(arr o w). Bar :2 pm .
を取 り囲 む シ ュ ワ ン 細胞 の 突起同士 の 接着面 に も発現が み られ
た .
以上 の 結果よ り , 脊髄神経節細胞 の 一 部が ∴細胞膜そ して 軸
索膜 に E型 カ ド ヘ リ ン を発 現す る こ と に よ り , 選択 的な 神経線
維束形成を行 っ て お り , ま た シ ュ ワ ン 細胞お よび 衛星細胞は E
型 カ ド ヘ リ ン に よ っ て , 末 梢神経 の 構造 の 維持を行 っ て い る と
推察され る .
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